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The invention concerns a method 
for producing a multi-array microsys- 
tem for chemical or biological analysis 
comprising the following steps which 
consist in: designing a structure pro- 
vided with microwells (21), each mi- 
crowell being designed to receive a 
reagent and provided with fixing means 
(24) for maintaining said reagent; plac- 
ing a first organic compound (30) on 
the fixing means (24) of the microw- 
ells, the first organic compound com- 
prising a binding function with the sec- 
ond organic compound (51) and a bind- 
ing function with the fixing means (24); 
placing, in each microwell (21), the sec- 
ond organic compound (51), the second organic compound having a corresponding binding function of the first organic compound (30) and 
comprising said reagent, to obtain in each microwell chemical or biological probes formed by the reagent bound to the fixing means (24) 
by the mutual coupling of the binding functions of the first (30) and second (51) organic compounds. 

(57) Abrege 

L'invention concerne la realisation d'un micro-systeme a multiples points d'analyse chimique ou biologique. La realisation comprend 
les etapes consistent a: concevoir une structure pourvue de micro-cuvettes (21), chaque micro-cuvette 6tant destinee a recevoir un reactif 
et etant rx>urvue de moyens de fixation (24) permettant d'y rattacher ledit reactif; placer un premier compose organique (30) sur les moyens 
ae nxation (24) des micro-cuvettes, le premier compose organique comportant une fonction d'accrochage avec un deuxieme composd 
Zltl'T* VcU*. "T x Ctl ° n d>accrocha 8 e avec les moyens de fixation (24); placer, dans chaque micro-cuvette (21), le deuxieme composd 
organique (51), le deuxieme composd organique comportant une fonction d'accrochage avec la fonction d'accrochage correspondant du 
premier composd organique (30) et comportant ledit reactif, pour obtenir dans chaque micro-cuvette des sondes d'analyse chimique ou 
biologique constituees par le reactif attach6 aux moyens de fixation (24) par le couplage des fonctions d'accrochage des premier (30) et 
deuxieme (51) composes organiques entre eux. 
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MICRO- SYS TEME A MULTIPLE POINTS D" ANALYSE CHIMIQUE OU 

BIOLOGIQUE 

5 

Domaine technique 

La presente invention concerne un 
micro-systeme a multiple points d' analyse chimique ou 
10 biologique mettant en oeuvre un couplage entre les 
sondes et un substrat. 

La micro-electronique classique est de plus 
en plus appelee a etre un maillon de systemes beaucoup 
plus complexes dans lesquels plusieurs fonctions sont 
15 integrees . Ges systemes ou micro-sys temes vont des 
applications capteurs physiques aux derniers 
developpement de puces dites "biologiques " . 

Dans le premier cas, une cellule sensible 
capable de mesurer un phenomene physique est associe a 
20 un circuit integre capable d' assurer le traitement de 
1 ' information et son exploitation. C'est le cas des 
coussins pneumatiques de securite de l'industrie 
automobile (connus sous le nom de "air-bag" dans la 
terminologie anglo-saxonne) . 

2 5 Dans le deuxieme cas, un circuit integre 

subit une finition lui permettant d'etre utilise dans 
un milieu biologique. C'est le cas par exemple d'un 
mesureur de glucose integre ou des sondes de pression 
sanguine . 

3 0 Dans tous les cas, 1 ' interface entre le 

milieu de la micro-electronique classique et celui des 
capteurs ou des biologistes est 1' element clef de ces 
micro-systemes . 

L' analyse chimique ou biologique est en 
35 train de subir la revolution de la miniaturisation liee 
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a 1 •utilisation des microtechnologies . Lorsque des 
tests multiples peuvent etre regroupes sur un support 
de quelques mm 2 , les couts sont reduits et une analyse 
naguere exceptionnelle peut etre utilisee de fagon 
5 courante. 

La demande vers des systemes permettant 
1' analyse chimique ou biologique a tres grand nombre de 
points est en emergence a 1'heure actuelle avec 
1' apparition du screening en pharmacologie et des tests 

0 ADN en biologie. 

Dans le premier cas, il faut determiner sur 
un support comportant un grand nombre de cuvettes 
remplies du meme reactif, 1'effet de differentes 
molecules que 1 ' on depose select ivement dans chaque 

5 cuvette de fagon sequentielle . Dans le deuxieme cas 
chaque cuvette est remplie d'une sonde ADN differente 
et l'analyte dont on veut connaitre la sequence 
genomique est mis en contact au moment de 1' analyse 
avec 1' ensemble des cuvettes. En chimie analytique 

0 egalement la demande est forte vers la miniaturisation 
des cuvettes de reactions chimiques v 

Tant d'un point de vue realisation des 
cuvettes, depot des liquides dans ces cuvettes que 
systeme de lecture et d ' acquisition des resultats, les 

5 efforts en Recherche et Developpement sont importants . 

Etat de la technique anterieure 

Dans le domaine de 1' analyse biologique ou 
0 plus generalement des tests en pharmacologie de 
nouvelles molecules, la reduction de la taille de 
l'outil de test est extremement seduisante d'un point 
de vue economique. Plus precisement, on peut assimiler 
un micro-systeme d' analyse a une structure associant un 
5 support sur lequel des reactifs dif ferents sont tout 
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d'abord fixes puis mis en presence de la solution a 
analyser, et une methode permettant de mesurer la 
reactivite obtenue . Eventuellement, un traitement dans 
le micro-systeme lui-meme de 1 1 information obtenue peut 
5 etre prevu . 

II existe differentes techniques pour fixer 
des reactifs differents sur un substrat. 

Une premiere technique consiste a activer 
des sites ou seront ensuite deposes et fixes les 

0 reactifs par des molecules chimiques diverses . C'est 
une technique principalement employee sur des substrats 
en verre. Les reactifs sont deposes par micro-pipettage 
ou par une technique du type jet d'encre. Cote chimie, 
pour assurer 1' interface entre le substrat et le 

5 reactif, on peut citer les silanes, les lysines, les 
thioles lorsque le substrat est prealablement recouvert 
d'or. Cette chimie est complexe, surtout lorsqu'il 
s'agit de maitriser sa reproductibili te sur un substrat 
pouvant comporter quelques milliers de sites 

0 differents. On peut citer, comme representat if de cette 
technique, le brevet US 5 474 796 qui se rapporte a la 
structuration de surface : les reactifs sont fixes sur 
un substrat presentant des zones hydrophiles et des 
zones hydrophobes. Le matrigage obtenu est de ce fait 

5 tres regulier. 

Selon une deuxieme technique appliquee au 
domaine des puces a ADN (le reactif est une sonde ADN, 
notamment un oligonucleotide d'une vingtaine de bases), 
il a ete propose de construire la sonde base apres base 

0 sur chaque site. II est connu d'utiliser des masquages 
successifs pour faire cette synthese in situ : chaque 
site est recouvert d'une base photoprotegee. Le 
photomasquage permet ensuite d'oter la protection des 
sites et de venir accrocher chimiquement une base 

5 supplementaire photoprotegee. L 1 operation est repetee 
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jusqu'a l'obtention, sur chaque site, de la sonde 
voulue. II est actuellement possible de construire 
plusieurs dizaines de milliers de sondes differentes' 
sur un substrat. Cette technique est excellente mais 
5 elle ne permet pas d'obtenir des sondes a grand nombre 
de bases (la limite est d'environ 20). II est possible 
egalement de fixer au depart une base protegee non plus 
par un radical photosensible mais par un radical 
chimiquement sensible. II faut alors, par pipettage ou 

10 par une technique du type jet d'encre, venir localement 
sur les sites choisis pour oter la protection de la 
base existante et y accrocher une base supplementaire . 

Une troisieme technique concerne 

1 • electrodeposition sur site polarise electriquement 

15 d'un polymere conducteur porteur de l'espece reactive 
choisie. On peut se reporter a ce sujet a 1' article 
"Electropolymerization of pyrrole and immobilization of 
glucose oxidase in a flow system : influence of the 
operating conditions on analytical performance" de 

20 Juan-C . VI DAL et al . , paru dans Biosensors & 
Bioelectronics, vol. 13, No 3-4, pages 371-382, 1998. 
Le substrat est relie electriquement vers l'exterieur 
et trempe dans une cuve contenant l'espece chimique a 
deposer. Le site choisi est polarise et la 

25 copolymerisation s'effectue (en moins d'une minute sous 
une tension inferieure a IV). On passe a une autre 
solution porteuse d'un autre reactif, un autre site est 
polarise a la surface du substrat et ainsi de suite. 
Par ce moyen, des reactifs differents ont ete fixes sur 

3 0 des zones differentes du substrat, permettant ainsi une 
analyse multipoint. 

Une amelioration interessante de cette 
derniere technique consiste a integrer 1 ' electronique 
d'adressage des sites dans le substrat lui-meme. Les 

35 polymeres conducteurs utilises pour ce procede sont les 
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polyanilines, les polypyrroles . On peut se reporter a 
ce sujet aux documents WO 94/22 889, FR-A-2 741 475 et 
FR-A-2 741 476. Cette fagon de faire est interessante 
car la fixation de la sonde sur son site est forte, 
5 reproductible et bien maitrisee. C'est une technique 
sequentielle : chaque site est polarise successivement 
et le substrat est recouvert totalement ou trempe dans 
la solution porteuse du reactif a chaque passe. 
Cependant, lorsque le nombre de sites devient 

10 important, le temps de traitement de chaque support de 
sites devient prohibitif : autant de fois le temps de 
copolymerisation plus le temps de ringage et 
d ' introduction du nouvel electrolyte. 

L ' utilisation de ces dispositifs a sondes 

15 biologiques peut faire appel a une palette tres etendue 
de methodes : mesure elect rique par impedance-metrie, 
microbalance, mesure optique par changement d'indice de 
refraction, marquage radioactif, fluorescence. Cette 
derniere methode est de plus en plus utilisee car elle 

20 est relativement facile a mettre en oeuvre et elle 
presente une bonne sensibilite. Schematiquerhent , elle 
consiste a coupler 1 ' analyte a tester avec un 
fluophore. L ' analyte est. mis en contact avec le reactif 
fixe localement sur le micro-systeme . S'il y a 

25 reaction/appariement de quelque nature que ce soit, il 
restera sur la zone de test 1 1 analyte portant le 
fluophore. Apres lavage, une lecture de la fluorescence 
permettra de determiner s'il y a eu appariement sur le 
site porteur. 

30 

Expose de 1' invention 

Pour remedier aux problemes de 1 ' art 
. anterieur, la presente invention propose 1 * utilisation 
35 d'une structure ou chaque site est pourvu d'un compose 
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organique off rant une fonction biotine. Chaque site 
peut alors recevoir une sonde chimique ou biologique 
constitute par un reactif determine (un petit morceau 
d'un brin d 1 ADN par exemple) associe par exemple a une 
fonction avidine ou streptavidine . Dans ce cas, le 
couplage qui se realise entre les fonctions avidine et 
biotine assure la fixation des sondes sur leurs sites 
respectif s . 

L' invention a done pour objet un procede de 
realisation d'un micro-systeme a multiple points 
d' analyse chimique ou biologique, comprenant les e tapes 
consistant a : 

- concevoir une structure pourvue - de 
micro-cuvettes, chaque micro-cuvette etant destinee a 
recevoir un reactif et etant pourvue de moyens de 
fixation permettant d'y rattacher ledit reactif, 

- obtenir un premier compose organique 
comprenant une fonction d'accrochage avec lesdits 
moyens de fixation et une fonction d'accrochage avec un 
deuxieme compose organique, ces deux fonctions 
d'accrochage etant separees par un espaceur, 

- obtenir un deuxieme compose organique 
comprenant une fonction d'accrochage avec la fonction 
d'accrochage correspondante du premier compose 
organique et comprenant un reactif, 

- fixer le premier compose organique sur 
les moyens de fixation des micro-cuvettes au moyen de 
sa fonction d'accrochage correspondante, 

- placer, dans chaque micro-cuvette, un 
deuxieme compose organique pour obtenir dans chaque 
micro-cuvette des sondes d' analyse chimique ou 
biologique constitutes par le reactif attache aux 
moyens de fixation par le couplage des fonctions 
d'accrochage correspondantes des premier et deuxieme 
composes organiques . 
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Selon une premiere variante, . l'etape 
consistant a fixer le premier compose organigue sur les 
tnoyens de fixation des micro-cuvettes s'effectue par 
5 electro-polymerisation, les moyens de fixation etant 
des moyens conducteurs accessibles electriquement , la 
fonction d'accrochage du premier compose organique avec 
les moyens de fixation etant constitute par un monomere 
conducteur, une contre-electrode etant utilisee pour 

10 effectuer 1 ' electro-polymerisation. Les moyens 

conducteurs peuvent comprendre une electrode commune a 
toutes les micro-cuvettes. La structure peut etre 
congue a partir d 1 un substrat dont une face presente 
ladite electrode commune, une couche de rnateriau 

15 isolant etant deposee sur ladite electrode commune, la 
couche de rnateriau isolant etant creusee jusqu'a ladite 
electrode commune pour former les micro-cuvettes dont 
le fond est constitue par l'electrode commune. La 
structure peut aussi etre congue a partir d'un substrat 

20 actif presentant une pluralite d 1 electrodes sur I'une 
de ses faces, cette pluralite d' electrodes constituant 
les moyens de fixation, une couche de rnateriau isolant 
etant deposee sur ladite face, la couche de rnateriau 
isolant etant creusee jusqu'aux electrodes pour former 

25 les micro-cuvettes, des moyens de multiplexage etant 
prevus pour relier electriquement la pluralite 
d' electrodes afin de realiser 1 ' electro-polymerisation . 
La contre-electrode peut etre une electrode solidaire 
de la structure ou etre placee en regard des moyens de 

30 fixation lors de 1 ' operation d ■ electro-polymerisation . 
Avantageusement , le monomere conducteur du premier 
compose organique est du pyrrole. 

Selon une deuxieme variante, I'etape 
consistant a fixer le premier compose organique sur les 

35 moyens de fixation des micro-cuvettes consiste a mettre 
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en oeuvre une liaison covalente entre la fonction 
d'accrochage du premier compose organique avec les 
moyens de fixation et les moyens de fixation. Cette 
liaison covalente est par exemple de type silanisation 
5 (silane-biotine) ou un auto-assemblage mettant en 
oeuvre une liaison thiol-biotine . 

Selon une troisieme variante, 1 ' etape 
consistant a fixer le premier compose organique sur les 
moyens de fixation des micro-cuvettes s'effectue par 

10 voie chimique, par addition d'un reactif apte a 
provoquer la polymerisation sur les moyens de fixation 
du premier compose organique. Ce premier compose 
organique peut etre du pyrrole et le reactif apte a 
provoquer la polymerisation d'un sel ferrique. 

15 Selon un aspect particulierement 

avantageux, la fonction d'accrochage du premier compose 
organique avec le deuxieme compose organique est une 
fonction biotine, la fonction d'accrochage du deuxieme 
compose organique avec le premier compose organique 

20 etant une fonction avidine ou streptavidine. Le premier 
compose organique peut etre un pyrrole biotinile. Le 
deuxieme compose organique peut etre constitue dudit 
reactif directement rattache a la fonction avidine ou 
streptavidine. Dans ce cas , 1 ' etape consistant a 

2 5 placer, dans chaque micro-cuvette, le deuxieme compose 
organique peut comprendre le depot d'une solution 
contenant le deuxieme compose organique dans chaque 
micro-cuvette puis 1 * elimination de cette solution pour 
ne garder que les sondes obtenues par accrochage 

30 selectif des premier et deuxieme composes organiques, 
par exemple par liaison entre la biotine et la 
streptavidine/avidine . 

Le deuxieme compose organique peut aussi 
etre constitue dudit reactif rattache a la fonction 

35 avidine ou streptavidine par 1 ' intermediaire d'une 
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fonction biotine. Dans ce cas, 1'etape consistant a 
placer, dans ehaque micro-cuvette, le deuxieme compose 
organique peut comprendre le depot d'une premiere 
solution d'avidine ou de streptavidine dans chaque 
5 micro-cuvette, puis 1 1 elimination de cette premiere 
solution pour reveler le premier compose organique avec 
la fonction biotine complexee par ladite avidine ou 
ladite streptavidine, ensuite le depot d'une deuxieme 
solution contenant ledit reactif sous forme biotinilee, 

10 puis 1 ' elimination de cette deuxieme solution pour ne 
garder que les sondes obtenues . 

L * invention a aussi pour objet un 
micro-systeme a multiples points d* analyse chimique ou 
biologique constitue par une structure pourvue de 

15 micro-cuvettes, chaque micro-cuvette etant destinee a 
recevoir un reactif et etant pourvue de moyens de 
fixation permettant d'y rattacher ledit reactif par 
1 ' intermediaire d'un premier compose organique, le 
reactif faisant partie d'un deuxieme compose organique, 

20 le premier compose organique comportant une fonction 
d 1 accrochage avec le deuxieme compose organique et une 
fonction d* accrochage avec les moyens de fixation, ces 
deux fonctions d' accrochage etant separees par un 
espaceur, le deuxieme compose organique comportant une 

25 fonction d ' accrochage avec la fonction d' accrochage 
correspondante du premier compose organique. 

Selon une premiere variante, les moyens de 
fixation sont des electrodes et la fonction 
d' accrochage avec les moyens de fixation du premier 

3 0 compose organique est un polymere conducteur. Les 
moyens de fixation peuvent former une electrode 
commune. Les micro-cuvettes peuvent etre formees dans 
une couche isolante de ladite structure, les moyens de 
fixation formant le fond des micro-cuvettes. La 

35 structure peut comporter une contre-electrode disposee 
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en opposition par rapport au fond des micro-cuvettes 
af in de pouvoir etablir un champ electrique entre la 
contre-electrode et les moyens de fixation. 
Avantageusement , ledit polymere conducteur est un 
5 polypyrrole . 

Selon une deuxieme variante, les i moyens de 
fixation et la fonction d'accrochage du premier compose 
organique avec les moyens de fixation sont tels qu'ils 
forment une liaison covalente. Cette liaison covalente 

10 est par exemple de type silanisation ( silane-biotine ) 
ou un auto-assemblage mettant en oeuvre une liaison 
thiol-biotine . 

Selon une troisieme variante, la fonction 
d'accrochage du premier compose organique avec les 

15 moyens de fixation comporte un reactif de 
polymerisation, par voie chimique, sur les moyens de 
fixation. Ce reactif peut etre un sel ferrique. 

Selon un aspect particulierement 

avantageux, le premier compose organique comprend une 

20 fonction biotine pour son accrochage avec une fonction 
avidine ou streptavidine du deuxieme compose organique. 
Le premier compose organique peut etre un polypyrrole 
biotinile. Le deuxieme compose organique peut etre 
constitue dudit reactif directement rattache a la 

25 fonction avidine ou streptavidine. Le deuxieme compose 
organique peut aussi etre constitue dudit reactif 
rattache a la fonction avidine ou steptavidine par 
1 1 intermediaire d'une fonction biotine. 

3 0 Breve description des dessins. 

L' invention sera mieux comprise et d'autres 
avantages et particulari tes apparaitront a la lecture 
de la description qui va suivre, donne a titre 
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d'exemple non limitatif, accompagnee des dessins 
annexes parmi lesquels : 

- les figures 1A a IE representent 
differentes etapes. de la realisation d'une structure 

5 destinee a un micro-systeme a multiples points 
d' analyse chimique ou biologique selon la presente 
invention ; 

- la figure 2 illustre une etape d' electro- 
polymerisation effectuee dans les micro-cuvettes d'une 

10 structure destinee a un micro-systeme a multiples 
points d' analyse chimique ou biologique selon la 
presente invention ; 

- la figure 3 represente une micro-cuvette 
de la structure representee a la figure 2 et au fond de 

15 laquelle est fixe un premier compose organique, selon 
le procede de realisation d'un micro-systeme conforme a 
1 'invention ; 

- la figure 4 represente une autre 
structure destinee a un micro-systeme a multiples 

20 points d' analyse chimique ou biologique selon la 
presente invention, 

- la figure 5 illustre une etape 
d ' electropolymerisation effectuee dans les micro- 
cuvettes de la structure representee a la figure 4 ; 

25 - les figures 6 a 8 illustrent 1 1 etape 

consistant a placer dans une micro-cuvette le deuxieme 
compose organique pour obtenir une sonde d* analyse 
chimique ou biologique conforme a la presente 
invention ; 

30 - la figure 9 illustre le procede de 

fabrication d'un premier compose organique utilisable 
pour la presente invention. 

Description detaillee de mode de realisation de 
3 5 1 1 invent ion • 
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Les figures 1 a 8 illustrent la variante de 
realisation pour laquelle les moyens de fixation du 
premier compose organique sont des electrodes et pour 
laquelle le placement de ce premier compose organique 
se fait par electro-polymerisation, ces electrodes 
permettant 1 1 application d'un potentiel electrique. 

Pour cette variante de realisation, deux 
cas sont a considerer. La structure peut comporter un 
substrat passif, c'est-a-dire qu'il ne comporte pas 
d'electronique integree. Dans ce cas, le substrat peut 
etre revetu d'un plan conducteur (par exemple 
metallique) lui-meme recouvert d'une couche d'un 
materiau assurant la fonction d' isolation electrique et 
dans lequel sont formees les micro-cavites. Celles-ci 
debouchent localement sur le plan conducteur. Les zones 
decouvertes du plan conducteur constituent alors les 
electrodes de reception. 

Le substrat peut aussi etre actif auquel 
cas l'electronigue qui lui est integree peut servir a 
differentes fonctions : chauffage localise des sites, 
mesure locale de pH, lecture d'un signal de 
fluorescence, etc. Dans la plupart des cas, il n'est 
pas possible de laisser en court-circuit les sites pour 
les fonctions ulterieures qui doivent rester 
adressables sur chaque site independamment des autres . 
Le multiplexage necessaire a ces fonctions peut alors 
etre utilise au cours du procede de realisation du 
micro-systeme. II est en effet possible d'adresser 
collectivement tous les sites pour effectuer 

1' operation de fixation des reactifs. Chaque site 
pourra ul terieurement etre adresse de fagon 
individuelle . 

Les figures 1A a IE sont des vues en coupe 
transversale et partielles. Elles illustrent un premier 
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mode de realisation d'un micro-systeme selon 
. 1' invention pour lequel la contre-electrode est situee 
en surface et pour lequel le substrat est passif . 

La figure 1A represente un substrat 1 
constitue par une plaquette qui peut etre en un 
materiau tel que le verre, le silicium, le plastique. 
Sur une face principale de cette plaquette on a depose 
une couche metallique 3, par exemple en chrome, en or 
ou en platine, d'une epaisseur comprise entre 0,1 et 
10 urn. Comme le montre la figure IB, on depose, sur la 
couche metallique 3, un film de polymere photosensible 
5, par exemple un film de polyimide d'une epaisseur 
comprise entre 1 et 50 \im. 

Des micro-cuvettes 7 sont ensuite formees 
15 par insolation et developpement du film de polyimide 
(voir la figure 1C) . Elles sont avantageusement formees 
avec des f lanes en pente. Les micro-cuvettes formees 
revelent localement la couche metallique 3. Une 
nouvelle couche metallique 9 est alors uniformement 
deposee sur le film de polyimide y compris 1 • interieur 
des micro-cuvettes 7. La couche metallique 9 peut etre 
en chrome, en or ou en platine et avoir 0,1 a 10 urn 
d * epaisseur . 

Comme le montre la figure ID, une couche de 
25 resine de masquage 11 est deposee sur la couche 
metallique 9 et des zones a graver dans cette couche 
metallique 9 sont definies. 

La couche metallique 9 est alors gravee aux 
endroits accessibles et la resine 11 est retiree. On 
3 0 obtient la structure representee a la figure IE. Chaque 
micro-cuvette 7 presente en son fond une electrode 9a, 
toutes les electrodes 9a etant connectees 
electriquement grace a la couche metallique 3. Une 
electrode commune 9b recouvre la face superieure du 
35 film de polymere 5. Cette structure est prete pour 
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l'etape suivante consistant a placer le premier compose 
organique au fond des micro-cuvettes. 

La figure 2 illustre l'etape d' electro- 
polymerisation . On a represents une structure 20 
pourvue de micro-cuvettes 21 et qui, contrairement au 
cas decrit precedemment, est constitute a partir d'un 
substrat actif 22. Les micro-cuvettes 21 ont ete 
formees dans une couche isolante 23 deposee sur le 
substrat 22. Le fond des micro-cuvettes 21 est 
constitue par les electrodes 24 qui peuvent etre, par 
multiplexage, reliees electriquement. Comme pour le cas 
decrit precedemment, une contre-electrode commune 25 a 
ete deposee sur la partie superieure de la couche 
isolante 23. Une difference de potentiel peut done etre 
appliquee entre la contre-electrode 25 et les 
electrodes 24 reliees electriquement par multiplexage . 

Une couche 2 6 contenant des monomeres 
appropries, par exemple un melange de pyrrole et de 
pyrrole biotinile comme celui decrit plus loin, est 
deposee sur la face du substrat 20 presentant les 
micro-cuvettes. Une difference de potentiel appropriee 
est appliquee entre la contre-electrode 25 et les 
electrodes 24. Lorsque 1 ' electro-polymerisation est 
achevee, les micro-cuvettes sont rincees et sechees . On 
obtient alors, comme le montre la figure 3, un compose 
organique 30, constitue de polypyrrole biotinile, fixe 
sur les electrodes 24. Ce compose organique adhere aux 
electrodes 24 par les cycles pyrroles et presente des 
molecules de biotine 31 rattachees a des cycles 
0 pyrroles par des espaceurs 32. 

La structure destinee a constituer le 
micro-systeme selon 1' invention peut ne pas comporter 
de contre-electrode directement deposee sur elle-meme. 
Une telle structure est representee a la figure 4. Dans 
5 ce cas, la structure 40 comprend par exemple un 
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substrat passif 41 dont une face est recouverte d'une 
couche metallique 42 formant electrode. Une couche 
isolante 43 a ete deposee sur la couche metallique 42 
. et gravee pour former des micro-cuvettes 44. 
5 L ' electro-polymerisation est alors 

realisee, comme represents a la figure 5, dans une cuve 
45 remplie d'une solution appropriee 4 6 contenant un 
melange de monomeres pyrrole et pyrrole biotinile. Un 
generateur de tension continue 47 est branche entre 

10 1 ' electrode 42 et une contre-electrode 48 disposee en 
vis-a-vis du fond des micro-cuvettes 44. L ' electro- 
polymerisation provoque le depot de polypyrrole 
biotinile sur les zones apparentes de 1 ' electrode 42 
comme pour la figure 3. Les figures 6, 7 et 8 

15 illustrent la fixation du deuxieme compose organique . 
La cuve d • electro-polymerisation 45 peut comporter une 
electrode supplementaire servant de reference. 

L'etape suivante du procede est representee 
par la figure 6. Elle consiste a placer/ dans chaque 

20 micro-cuvette, une solution 50 comportant le deuxieme 
compose organique 51. Ce deuxieme compose organique 
comporte par exemple une fonction avidine ou 
streptavidine si le premier compose organique est 
biotinile . 

25 Une sonde ADN peut ainsi etre constitute en 

choisissant comme deuxieme compose organique de 1 1 ADN 
streptavidine qui est commercialise. La reconnaissance 
biotine/streptavidine est tres utilisee 

industriellement a cause du taux de reconnaissance 

3 0 eleve, de 1 ' insensibilite aux variations de 
temperature, d'un large choix du tampon, du pH, etc. 

La figure 7 montre l'accrochage effectue 
entre la fonction bio tine du compose organique 3 0 et la 
fonction avidine ou streptavidine du compose organique 

35 51. 
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Apres ringage et sechage, on obtient un 
micro-systeme dont un point d' analyse est represents a 
la figure 8. La micro-cuvette 21 est pourvue de sondes 
constitutes par 1 1 association des composes organiques 
5 30 et 51. 

Sur le polypyrrole biotinile du fond des 
micro-cuvettes, on peut fixer des sequences d'ADN, 
d'ARN, des oligonucleotides, des enzymes, des acides 
nucleiques ou amines, des proteines, des antigenes ou 

10 tout produit pouvant etre lie a 1 ' avidine (ou la 
streptavidine) ou a la biotine. En effet, on peut 
former non seulement 1 1 association : 
polypyrrole-biotine/ (strept) avidine-reactif , 
mais aussi 1 'association : 

15 polypyrrole-biotine/ (strept) avidine/bio tine-react if . 

On peut alors utiliser de 1 ' ADN biotinile 
qui est un produit commercialise. La double 
reconnaissance bio tine /streptavidine /biotine present e 
les memes qualites que la reaction de reconnaissance 

20 biotine/streptavidine . 

II est a noter que 1 1 invention permet le 
placement de maniere collective du premier compose 
organique sur le fond des micro-cuvettes. 

Le polypyrrole biotinile qui s'accroche au 

25 fond des micro-cuvettes est avantageusement un 
copolymere synthetise a partir de pyrrole et de pyrrole 
biotinile pour lequel la biotine est rattachee a 
l'atome d* azote d ' un cycle pyrrole par un espaceur 
hydrophile. Le choix de cet espaceur peut etre crucial. 

30 II doit etre suffisamment long pour assurer une 
reconnaissance non restreinte de la biotine par 
1' avidine. Une longueur d'au moins onze atomes est 
particulierement appropriee . 

La figure 9 est un schema representant la 

35 synthese d'un pyrrole biotinile. Cette synthese est 
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obtenue par couplage d'un aminoalkylpyrrole et d'une 
entite biotine. La synthese de 1 ' aminoalkylpyrrole a 
ete menee en utilisant une reaction telle que decrite 
. par JIRKOWSKY et BAUDY dans Synthesis, 1981, page 481. 
5 Les reactifs utilises et les conditions des 

reactions sont les suivants : 

i ) 4,7, 10-trioxa-l , 13 - tridecanediamine 
(3 eq.), acide acetique /dioxanne a reflux, pendant 5 h, 
rendement 32% ; 

10 ii) KOH 10% a reflux pendant 5 h, rendement 

65% ; 

iii) ester de d-biotine N- 

hydroxysuccinimide (1 eq.) dans le dimethyl formamide a 
temperature ambiante pendant 16 h, rendement 54%. 
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REVENDICATIONS 

1. Procede de realisation d'un 

micro-systeme a multiple points d 1 analyse chimique ou 
5 bi61ogique, comprenant les etapes consistant a : 

- concevoir une structure (20, 40) pourvue 
de micro-cuvettes (21, 44), chaque micro-cuvette etant 
destinee a recevoir un reactif et etant pourvue de 
moyens de fixation permettant d*y rattacher ledit 

10 reactif, 

- obtenir un premier compose organique (3 0) 
comprenant une fonction d'accrochage avec lesdits 
moyens de fixation et une fonction d'accrochage avec un 
deuxieme compose organique, ces deux fonctions 

15 d'accrochage etant separees par un espaceur, 

- obtenir un deuxieme compose organique 
(51) comprenant une fonction d'accrochage avec la 
fonction d'accrochage correspondante du premier compose 
organique (3 0) et comprenant un reactif, 

20 - fixer le premier compose organique (30) 

sur les moyens de fixation (24) des micro-cuvettes (21) 
au moyen de sa fonction d'accrochage correspondante, 

- placer, dans chaque micro-cuvette (21), 
un deuxieme compose organique (51) pour obtenir dans 

25 chaque micro-cuvette (21) des sondes d' analyse chimique 
ou biologique constitutes par le reactif attache aux 
moyens de fixation par le couplage des fonctions 
d'accrochage correspondantes des premier et deuxieme 
composes organiques . 

3 0 2. Procede selon la revendication 1, 

caracterise en ce que 1 ' etape consistant a fixer le 
premier compose organique (30) sur les moyens de 
fixation (24) des micro-cuvettes (21) s'effectue par 
electro-polymerisation, les moyens de fixation etant 

3 5 des moyens conducteurs accessibles electriquement , la 
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fonction d'accrochage du premier compose organique (30) 
avec les moyens de fixation etant constituee par un 
monomere conducteur, une contre-electrode (25) etant 
utilisee pour effectuer 1 ' electro-polymerisation . 
5 3. Procede selon la revendication 2, 

caracterise en ce que les moyens conducteurs 
comprennent une electrode (42) commune a toutes les 
micro-cuvettes . 

4. Procede selon la revendication 2, 
10 caracterise en ce que ladite structure (40) est congue 

a partir d'un substrat (41) dont une face presente 
ladite electrode commune (42), une couche de materiau 
isolant (43) etant deposee sur ladite electrode 
commune, la couche de materiau isolant etant creusee 
15 jusqu'a ladite electrode commune (42) pour former les 
micro-cuvettes (44) dont le fond est constitue par 
1 1 electrode commune . 

5. Procede selon la revendication 2, 
caracterise en ce que ladite structure (20) est congue 

20 a partir d'un substrat actif (22) presentant une 
pluralite d' electrodes (24) sur 1 1 une de ses faces, 
cette pluralite d' electrodes constituant les moyens de 
fixation, une couche de materiau isolant (23) etant 
deposee sur ladite face, la couche de materiau isolant 

25 (23) etant creusee jusqu'aux electrodes (24) pour 
former les micro-cuvettes, des moyens de multiplexage 
etant prevus pour relier electriquement la pluralite 
d' electrodes (24) afin de realiser 1' electro- 
polymerisation . 

3 0 6. Procede selon 1 ' une quelconque des 

revendications 2 a 5, caracterise en ce que la contre- 
electrode (9b, 25) est une electrode solidaire de 
ladite structure. 

7. Procede selon 1'une quelconque des 

35 revendications 2 a 5, caracterise en ce que la contre- 
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electrode est une electrode (48) placee en regard des 
moyens de fixation lors de 1' operation d 1 electro- 
polymerisation . 

8. Procede selon l'une quelcongue des 
5 revendications 2 a 7, caracterise en ce que le monomere 

conducteur du premier compose organique (30) est du 
pyrrole. 

9. Procede selon la revendication 1, 
caracterise en ce que 1 ' etape consistant a fixer le 

10 premier compose organique (3 0) sur les moyens de 
fixation (24) des micro-cuvettes (21) consiste a mettre 
en oeuvre une liaison covalente entre la fonction 
d'accrochage du premier compose organique avec les 
moyens de fixation et les moyens de fixation. 

15 10. Procede selon la revendication 1, 

caracterise en ce que 1 1 etape consistant a fixer le 
premier compose organique sur les moyens de fixation 
des micro-cuvettes s'effectue par voie chimique, par 
addition d'un reactif apte a provoquer la 

20 polymerisation sur les moyens de fixation du premier 
compose organique . 

11. Procede selon la revendication 10, 
caracterise en ce que le premier compose organique est 
du pyrrole et en ce que le reactif apte a provoquer la 

25 polymerisation est un sel ferrique. 

12. Procede selon l'une quelconque des 
revendications 1 a 11, caracterise en ce que la 
fonction d'accrochage du premier compose organique (30) 
avec le deuxieme compose organique (51) est une 

30 fonction biotine, la fonction d'accrochage du deuxieme 
compose organique (51) avec le premier compose 
organique (30) etant une fonction avidine ou 
streptavidine . 
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13. Procede selon la revendication 12, 
•caracterise en ce que le premier compose organique (30) 

est un pyrrole biotinile. 

14. Procede selon l'une des revendications 
5 12 ou 13, caracterise en ce que le deuxieme compose 

organique (51) est constitue dudit reactif directement 
rattache a la fonction avidine ou streptavidine . 

15. Procede selon la revendication 14, 
caracterise en ce que 1 • etape consistant a placer, dans 

10 chaque micro-cuvette (21).., le deuxieme compose 
organique (51) comprend le depot d'une solution (50) 
contenant le deuxieme compose organique (51) dans 
chaque micro-cuvette (21) puis 1 1 elimination de cette 
solution pour ne garder que les sondes obtenues . 

15 16. Procede selon l'une des revendications 

12 ou 13, caracterise en ce que le deuxieme compose 
organique (51) est constitue dudit reactif rattache a 
la fonction avidine ou streptavidine par 
1 ' intermediaire d'une fonction biotine. 

20 17. Procede selon la revendication 16, 

caracterise en ce que 1 ' etape consistant a placer, dans 
chaque micro-cuvette (21), le deuxieme compose 
organique (51) comprend le depot d'une premiere 
solution d* avidine ou de streptavidine dans chaque 

25 micro-cuvette, puis 1 1 elimination de cette premiere 
solution pour reveler le premier compose organique (30) 
avec la fonction biotine complexee par ladite avidine 
ou ladite streptavidine, ensuite le depot d'une 
deuxieme solution contenant ledit reactif sous forme 

30 biotinilee, puis 1 ' elimination de cette deuxieme 
solution pour ne garder que les sondes obtenues. 

18. Micro-systeme a multiples points 
d' analyse chimique ou biologique constitue par une 
structure (20, 40) pourvue de micro-cuvettes (21, 44), 

35 chaque micro-cuvette etant destinee a recevoir un 
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reactif ,et etant pourvue de moyens de fixation (24) 
permettant d'y rattacher ledit reactif par 
1 ' intermediaire d'un premier compose organique (30), le 
reactif faisant partie d'un deuxieme compose organique 
5 (51) , le premier compose organique (30) comportant une 
fonction d'accrochage avec le deuxieme compose 
organique (51) et une fonction d'accrochage avec les 
moyens de fixation (24),ces deux fonctions d'accrochage 
etant separees par un espaceur, le deuxieme compose 
10 organique (51) comportant une fonction d'accrochage 
avec la fonction d'accrochage correspondante du premier 
compose organique (30) . 

19.. Micro-systeme selon la revendication 

18, caracterise en ce que les moyens de fixation sont 
15 des electrodes (9a, 24) et en ce que la fonction 

d'accrochage avec les moyens de fixation du premier 
compose organique est un polymere conducteur. 

20. Micro-systeme selon la revendication 

19, caracterise en ce que les moyens de fixation 
20 forment une electrode commune (42). 

21. Micro-systeme selon 1 ' une des 
revendications 19 ou 20, caracterise en ce que les 
micro-cuvettes (21) sont formees dans une couche 
isolante (23), de ladite structure (20), les moyens de 

25 fixation (24) formant le fond des micro-cuvettes. 

22. Micro-systeme selon 1 ' une quelconque 
des revendications 19 a 21, caracterise en ce que 
ladite structure (20) comporte une contre-electrode 
(25) disposee en opposition par rapport au fond des 

3 0 micro-cuvettes afin de pouvoir etablir un champ 
electrique entre la contre-electrode et les moyens de 
fixation (24) . 

23. Micro-systeme selon l'une quelconque 
des revendications 19 a 21, caracterise en ce que ledit 

35 polymere conducteur est un polypyrrole. 
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24. Micro-systeme selpn la revendication 
18, caracterise en ce que les moyens de fixation et la 
fonction d'accrochage du premier compose organique avec 
les moyens de fixation sont tels qu'ils forment une 

5 liaison covalente. 

25. Micro-systeme selon la revendication 
18, caracterise en ce que la fonction d'accrochage du 
premier compose organique avec les moyens de fixation 
comporte un reactif de polymerisation, par voie 

10 chimique, sur les moyens de fixation. 

26. Micro-systeme selon la revendication 
25, caracterise en ce que ledit reactif est un sel 
f errique . 

27. Micro-systeme selon 1'une quelconque 
15 des revendications 18 a 26, caracterise en ce que le 

premier compose organique (30) comprend une fonction 
biotine pour son accrochage avec une fonction avidine 
ou streptavidine du deuxieme compose organique (51) . 

28. Micro-systeme selon la revendication 
20 27, caracterise en ce que le premier compose organique 

(30) est un polypyrrole biotinile. 

29. Micro-systeme selon 1 'une des 
revendications 27 ou 28, caracterise en ce que le 
deuxieme compose organique (51) est constitue dudit 

2 5 reactif directement rattache a la fonction avidine ou 
streptavidine. 

30. Micro-systeme selon 1 1 une des 
revendications 27 ou 28, caracterise en ce que le 
deuxieme compose organique (51) est constitue dudit 

30 reactif rattache a la fonction avidine ou streptavidine 
par 1 ' intermediaire d'une fonction biotine. 
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